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Přibývá důkazů o významné roli Rho-kinázy v cévních onemocněních. Rho-kináza je klíčovým 
enzymem vápníkové senzitizace v buňkách hladké svaloviny cév. Vápníková senzitizace je 
charakterizována jako zvýšená kontraktilní odpověď buňky při konstantní intracelulární 
koncentraci vápníkových iontů. Inhibitory Rho-kinázy vykazují celou řadu pozitivních účinků 
na kardiovaskulární systém, zejména snižují periferní rezistenci. V této práci jsou shrnuty 
pokroky v poznání signálních drah účastnících se regulace periferní rezistence u spontánně 
hypertenzních potkanů (SHR). Je zřejmé, že zvýšená sympatická aktivita a změněná regulace 
iontových kanálů buněk hladké svaloviny cév společně přispívají k abnormálně zvýšenému 
krevnímu tlaku SHR. 
Klíčová slova: Rho-kináza, hypertenze, periferní rezistence, SHR, vápníková senzitizace 
 
Abstract 
Evidence is accumulating that point to a major role of Rho kinase in arterial pathophysiology. 
Rho kinase is a key enzyme in calcium sensitization in vascular smooth muscle cells. Calcium 
sensitization is characterized as an increase in vascular contractility in the conditions  
of constant cytosolic calcium level. Inhibitors of Rho-kinase exert beneficial effects on  
the cardiovascular system, mainly by lowering vascular contractility. This thesis summarizes 
the current progress in understanding of the signaling pathways involved in the control of 
peripheral resistance of spontaneously hypertensive rats (SHR). It is evident that enhanced 
sympathetic activity and abnormal regulation of ion channel activity collectively contribute 
to high blood pressure maintenance in SHR. 





Vysoký krevní tlak je významným rizikovým faktorem civilizačních chorob. U 95 % všech 
nemocných jde o esenciální hypertenzi, která vzniká společným působením genetických 
predispozic a faktorů prostředí (Špinar et al., 1999, Launay et al., 2004). Vědecký výzkum  
v posledních desetiletích umožnil hlubší porozumění mechanizmům rozvoje esenciální 
hypertenze a vývoj účinných léčiv.  
Krevní tlak je funkcí srdečního výdeje a periferního odporu (Guyenet, 2006). Řízení 
odporu cévního řečiště umožňuje schopnost cév kontrahovat se v odpovědi na příchozí 
signály. Stah hladkého svalu je řízen především intracelulární hladinou vápníku, přičemž  
za zdroj iontů slouží vnitřní i vnější prostředí buňky (Somlyo a Somlyo, 1994). Při zvýšené 
intracelulární koncentraci se vápník váže na kalmodulin a způsobuje tak konformační změnu, 
která umožňuje navázání tohoto komplexu na kinázu lehkého řetězce myosinu (MLCK). 
Kináza je touto interakcí aktivována a katalyzuje fosforylaci serinu 19 lehkého řetězce 
myosinu (MLC20). Fosforylace způsobuje pohyb hlavy myosinu, která se díky tomu ocitá  
v kontaktu s aktinem (první konformační změna myosinu). Fosforylace zároveň stimuluje 
adenosintrifosfatázovou aktivitu. Adenosintrifosfát se štěpí za uvolnění energie, která je 
využita k vzájemnému posunu aktinových a myosinových filament (druhá konformační 
změna myosinu) (Somlyo a Somlyo, 1994, Itoh et al., 1989). Zvýšená fosforylace serinu 19 
nemusí být pouze důsledkem aktivace MLCK, ale také důsledkem sníženého odbourávání 
fosforylovaného myosinu při inhibici fosfatázy lehkého řetězce myosinu (MLCP) (Kitazawa  
et al., 1991). Zvýšení kontraktility při shodné hladině intracelulárního vápníku je nazýváno 
vápníková senzitizace. Kontrakce hladké svaloviny cév je tedy obecně vyvolána buď aktivací 
kinázy lehkého řetězce myosinu (pomocí kalmodulinu) či vápníkovou senzitizací (viz obr. 1). 
Rho-kináza (ROCK) je klíčovým enzymem vápníkové senzitizace (Uehata et al., 1997). 
Jednotlivé komponenty Rho-kinázové signální dráhy byly již do značné míry popsány. 
V experimentálních podmínkách nejčastěji pozorujeme kontrakci vyvolanou agonisty 
membránových receptorů spojených s G proteiny. Vazoaktivní látky působí na G12/13  
proteiny, které aktivují RhoGEF (guanine nucleotide exchange factor for Rho GTPase), 
způsobující na regulačním enzymu RhoA výměnu GDP za GTP (Suzuki et al., 2009). Následně 
se RhoA přesouvá do plazmatické membrány, kde aktivuje Rho-kinázu (Leung et al., 1995, 
Amano et al. 1996, Ishizaki et al., 1996). Rho-kináza fosforyluje, a tím deaktivuje fosfatázu 
lehkého řetězce myosinu (MLCP) (Kimura et al., 1996). Senzitizace vede k akumulaci 
fosforylovaného myosinu při konstantní intracelulární koncentraci vápníku.  
Má práce pojednává zejména o experimentech prováděných na spontánně 
hypertenzních (SHR) potkanech. SHR potkani jsou inbrední kmen, u něhož hypertenze vzniká 
bez vnějších podnětů, které by vysoký krevní tlak přímo stimulovaly. Jejich normotenzní 
kontrolou jsou Wistar-Kyoto (WKY) potkani. U dospělých SHR se střední tlak pohybuje 
přibližně v rozmezí 160-180 mm Hg v porovnání s 110-120 mm Hg u normotenzních potkanů 






 aktivace kalmodulinem a Ca
2+
 senzitizace. Kontraktilní stav buněk hladké svaloviny cév je dán 
dynamickou rovnováhou mezi fosforylací a defosforylací lehkého řetězce myosinu (MLC). Po vstupu do buňky se vápník 
váže na kalmodulin (CaM) a aktivuje kinázu lehkého řetězce myosinu (MLCK), což představuje vápníkovou aktivaci 
kalmodulinem. Druhým mechanizmem zvyšujícím kontraktilitu je Ca
2+ 
senzitizace, zprostředkovaná působením  
Rho-kinázy (ROCK) na fosfatázu lehkého řetězce myosinu (MLCP). Veškeré zkratky jsou uvedeny v seznamu zkratek 
(Behuliak, M. 2012 nepublikované sdělení). 
 
Krevní tlak (TK) novorozených SHR bývá vyšší než u WKY, avšak největší rozdíl mezi 
oběma kmeny vzniká později – zejména mezi třetím a desátým týdnem po narození, kdy růst 
krevního tlaku akceleruje (Gray, 1984, Lais et al., 1977). Tlak SHR roste rychleji, takže  
na konci tohoto období je zhruba o 30 % vyšší než u WKY. Důsledkem jsou mimo jiné 
strukturní změny cév, zejména hypertrofie. Ve věku deseti týdnů se růst krevního tlaku  
u WKY zastaví, zatímco u SHR pokračuje zhruba až do dvaceti týdnů po porodu (Zicha  
a Kuneš, 1999).  
Při zkoumání poruch, ke kterým u hypertenze dochází, se používají také potkani 
s různými druhy indukované hypertenze (hypertenze vyvolaná příjmem soli, NO-deficientní 
potkani atd.). Teprve propojením poznatků o jednotlivých experimentálních modelech 
získáváme celistvý obraz fyziologie kardiovaskulárního systému. 
Cílem mé práce je popsat základní regulační mechanizmy krevního tlaku, úlohu 





2 Základní regulační mechanizmy krevního tlaku a periferní rezistence 
2.1 Fyzikální zákonitosti 
Regulace působí obecně změnu srdečního výdeje, změnu objemu krve v kapacitních cévách, 
kontrakci či dilataci odporových cév. Při průchodu krve odporovými cévami její tlak 
významně klesá, což je v souladu s Hagenovým-Poisselovým zákonem, popisujícím závislost 
proudového odporu na poloměru trubice, délce trubice a viskozitě kapaliny (Hagen, 1839; 
cit. podle Sirs, 1991, Poiseuille, 1846; cit. podle Sirs, 1991). Průtok krve je přímo úměrný 

















V kapilárním řečišti pak nízký tlak krve umožňuje pozvolný přechod od filtrace 
extracelulární tekutiny k její resorpci, neboť ve venózní části kapilár transmurální tlak krve 
klesá pod onkotický tlak krevních bílkovin, působící směrem do lumen kapiláry. Napětí stěny 
cévy popisuje Laplaceův zákon (Laplace; cit. podle Moriarty, 1980): 
 





2.2 Nervová regulace 
Krevní tlak je řízen nervově i humorálně. Rozlišujeme dlouhodobou a krátkodobou regulaci. 
V krátkodobé regulaci se uplatňuje modulace srdeční frekvence a vazokonstrikce  
či vazodilatace odporových cév. V dlouhodobém horizontu se oběhová soustava adaptuje na 
měnící se stav organismu i podmínky prostředí. Dlouhodobá regulace zahrnuje remodelaci 
cév, přizpůsobení baroreceptorů a přizpůsobení sympatického nervového systému (Korner  
a Angus, 1992, McCubbin et al., 1956, Osborn, 2005).  
Ačkoli byly popsány i parasympatické vlivy na periferní rezistenci (Zarbis et al., 2004, 
Guimaraes a Moura, 2001), předpokládá se, že nervová kontrola cirkulace probíhá hlavně 
cestou sympatiku. Noradrenalin po navázání na α1 receptory na buňkách hladkého svalstva 
odporových cév způsobuje jejich stah (Duka et al., 2000, Kanagy, 2005). Při zvýšené 
vazokonstrikci dochází obvykle také k venokonstrikci, která se projevuje poklesem krevních 
zásob ve venózní části řečiště. Zvýšená sympatická aktivita obvykle zároveň způsobuje nárůst 







Ptm transmurální tlak 
T napětí stěn 
r vnitřní poloměr 
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Vlákna sympatického systému tvoří plexy v adventicii artérií. Nervová vlákna z těchto 
plexů zasahují až do médie a na zevním povrchu hladké svaloviny tvoří četné varikozity. 
Dominantní roli sympatického nervového systému v regulaci krevního tlaku u potkanů SHR 
lze demonstrovat vyřazením sympatické inervace cév, vedoucím k dramatickému snížení KT 
až na úroveň pozorovanou u potkanů Wistar-Kyoto (Korner et al., 1993). 
Zpětnovazebný signál při nervovém řízení krevního tlaku zajišťují baroreceptory 
v karotickém sinu a oblouku aorty. Reagují na zvýšení krevního tlaku a tuto informaci 
předávají na aferentní vlákna vedoucí do nucleus tractus solitarii (NTS) v prodloužené míše. 
V NTS se aferentní vlákna přepojují na neurony druhého řádu, které pak excitují neurony 
v kaudální ventrolaterální prodloužené míše (CVLM). Odtud jsou regulovány neurony 
v rostrální ventrolaterální prodloužené míše (RVLM) (Guyenet, 2006). RVLM je důležitým 
zdrojem aktivačních podnětů pregangliovým neuronům sympatického nervového systému, 
které řídí krevní tlak a srdeční aktivitu. Eferentní vlákna, jdoucí z RVLM, upravují krevní tlak. 
Tím se uzavírá zpětnovazebný okruh (Dampney et al., 2002). 
Pokles krevního tlaku vede k nižší aktivitě baroreceptorů, a tím ke kompenzačnímu 
vzestupu krevního tlaku a srdečního výdeje. Naopak vzestup krevního tlaku vede k vyslání 
inhibičního signálu do prodloužené míchy a následnému poklesu vazokonstrikce a srdeční 
frekvence. Baroreceptory reagují dobře na krátkodobé výkyvy, ale nemohou úplně 
kompenzovat dlouhodobě zvýšený krevní tlak (McCubbin et al., 1956). 
Sympatický nervový systém se uplatňuje i v dlouhodobém řízení oběhové soustavy. 
Dlouhodobá regulace aktivity sympatiku zřejmě sídlí v anteroventrální oblasti hypothalamu 
(AV3V). Zde jsou struktury (lamina terminalis) schopné registrovat plazmatickou hladinu 
hormonů regulujících krevní tlak a složení tělesných tekutin. Informace z AV3V jsou 
předávány do paraventrikulárního jádra (PVH) v hypothalamu, který vysílá aktivační dráhy 
k RVLM (Osborn, 2005).  
Již u mladých SHR se projevuje zvýšená sympatická inervace cév, spojená s vyššími 
hladinami nervového růstového faktoru (NGF) (Donohue et al., 1989). Dále byl u SHR popsán 
zvýšený výdej noradrenalinu z nervových zakončení (Westfall et al., 1984) a zároveň zvýšená 
senzitivita cév na tohoto agonistu (Mulvany et al., 1980), což výrazně přispívá k nerovnováze 
vazokonstrikčních a vazodilatačních systémů (Zicha a Kuneš, 1999, Kuneš et al., 2004). 
  
2.3 Humorální regulace 
Vazokonstrikční či vazodilatační signály jsou buňkám hladkého svalstva cév předávány 
prostřednictvím změny membránového potenciálu, prostřednictvím NO produkovaného 
endotelem, nebo navázáním vazoaktivních hormonů na receptory buněčné membrány. 
Nejvýznamnějšími membránovými receptory jsou receptory spřažené s G proteiny. Různé G 
proteiny se liší svými funkcemi, mechanizmus jejich aktivace je však stejný. G proteiny se 
stávají aktivními po navázání GTP. Když je aktivován receptor spřažený s GTP, naváže se GTP 




Po určité době je GTP hydrolyzováno vlastní GTPázovou aktivitou Gα podjednotky, která 
následně asociuje se zbylými dvěma podjednotkami, a tím ztrácí svou signální funkci 
(Freissmuth et al., 1989). Gα podjednotky dělíme na základě sekvenční podobnosti do čtyř 
typů: Gq/11, Gs,  Gi/o a G12/13 (Neves et al., 2002). 
 Gs proteiny aktivují adenylylcyklázu, což vede ke zvýšení hladiny cAMP a aktivaci 
proteinkinázy A (PKA) (Northup et al., 1980). Gi/o proteiny způsobují snížení aktivity 
adenylylcyklázy (Bokoch et al., 1983). Gq/11  stimulují fosfolipázu C - β (PLC-β, vzniká 
inositoltrisfosfát - IP3 a diacylglycerol – DAG) (Neves et al., 2002). Aktivace G12/13 proteinů  
je spojena se stimulací Rho-kinázy. G13  aktivuje RhoGEF, což vede k aktivaci Rho-kinázy 
(Suzuki et al., 2009). 
Mezi receptory spřažené s G proteiny patří také adrenergní receptory, které se  
dle farmakologických kritérií dělí na dvě základní skupiny – alfa (α) a beta (β) - a dále řadu 
podtypů. Receptory alfa způsobují kontrakci a receptory beta naopak relaxaci hladkého 
svalstva cév. Jejich distribuce určuje účinek katecholaminů na danou část cévního řečiště. 
Splanchnické artérie či artérie kosterní svaloviny v odpovědi na adrenalin díky převaze  
β adrenoreceptorů dilatují, zatímco renální a kožní cévy se kontrahují (Guimaraes a Moura, 
2001). Pro udržování klidového napětí buněk hladké svaloviny cév i pro změny středního 
arteriálního tlaku mají největší význam receptory typu α1. Receptory α1 se vyskytují  
ve stěnách tepen zejména v blízkosti nervových zakončení (Guimaraes a Moura, 2001). 
 Jsou spřaženy s  Gq/11 proteiny (Neves et al., 2002). Funkční podtypy α1 receptorů se liší  
např. mírou aktivace fosfolipázy C (Theroux et al., 1996) či reakcí na dlouhodobou stimulaci 
(Yang et al., 1999). Receptory α2 jsou funkčním doplňkem α1  receptorů. Na postsynaptických 
neuronech zajišťují negativní zpětnou vazbu při výlevu noradrenalinu (Langer, 1974). 
Zejména ve stěnách malých tepen se pak podílejí na vazokonstrikci (Guimaraes a Moura, 
2001). Bývají spřaženy s Gi proteiny (Neves et al., 2002). Adrenoreceptory typu β  
na neuronech facilitují výlev noradrenalinu (Adler-Graschinsky a Langer, 1975). U buněk 
hladké svaloviny cév pak způsobují dilataci. Typicky jsou spřaženy s GS-proteiny (Neves et al., 
2002). Endotelová vrstva je zvláštní tím, že exprimuje receptory typu α i typu β, výsledkem 
jejich aktivace je však v obou případech vazodilatace zprostředkovaná oxidem dusnatým 
(Guimaraes a Moura, 2001). 
Hormonální regulace, jak je nyní patrné, přestavuje pro kardiovaskulární systém nezbytný 
kontrolní prvek. Kromě abnormální sekrece katecholaminů (Westfall et al., 1984)  
a reaktivity na ně (Mulvany et al., 1980) jsou horkými kandidáty na primární defekt ve vývoji 
genetické hypertenze např. poruchy renin-angiotensinového systému. Zasáhneme-li 
v kritické vývojové periodě proti některé ze složek renin-angiotensinového systému, může to 
vést až k úplnému potlačení vzniku hypertenze (Zicha a Kuneš, 1999). Např. použití antisens 
cDNA proti AT1 receptoru má za následek dlouhodobé potlačení rozvoje hypertenze (Sellers 
et al., 2001). 




Důležitou roli má také mozkový renin-angiotensinový systém, který je u nedospělých SHR 
hyperaktivní (Phillips a Kimura, 1988). Výrazný efekt inhibice renin-angiotensinového 
systému je dán celou plejádou změn regulace kardiovaskulárního systému (viz přehled Zicha 
a Kuneš, 1999). Společným jmenovatelem poruch renin-angiotensinového systému a 
RhoA/Rho kinázové signální dráhy je na úrovni hladkosvalových buněk cévní stěny stimulace 
proliferace (Seasholtz et al., 1999, Sauzeau et al., 2001, Daemen et al., 1991).  
2.4 Účinek stimulace α-adrenergních receptorů na buňky hladkého svalstva cév 
Sympatický nervový systém reguluje stupeň kontrakce cév především sekrecí noradrenalinu 
z nervových varikozit. Tento mediátor se váže na adrenoreceptory buněk hladkého svalstva 
cév a působí rychlý vzestup intracelulární hladiny vápníku. Signálem pro vstup vápníku  
do cytosolu je aktivace fosfolipázy C s následným štěpením fosfatidylinositolu-4,5-bisfosfátu 
na inositoltrisfosfát (IP3) a diacylglycerol (DAG). IP3 se váže na receptory sarkoplasmatického 
retikula spouštějící uvolnění intracelulárních zásob vápníku (Akata, 2007). Účinky 
diacylglycerolu jsou odlišné. DAG aktivuje proteinkinázu C (PKC), která fosforyluje celou řadu 
regulačních proteinů, mezi něž patří také Rho-kináza (Mehta et al., 2001). PKC také 
způsobuje depolarizaci buněk, jejíž podstatou je nejspíše aktivace neselektivních 
kationtových kanálů ze skupiny TRP (transient receptor potential) (Hill a Davis, 2007). 
Depolarizace vede k otevření napěťově ovládaných vápníkových kanálů typu L (L-VDCC). 
Následný influx extracelulárního vápníku je spolu s aktivací Rho-kinázy příčinou déletrvající 
(tonické) fáze kontrakce (Somlyo a Somlyo, 2000).  
Vazba noradrenalinu na α adrenoreceptory kromě stimulace fosfolipázy C také 
aktivuje inhibiční Gi proteiny, které snižují syntézu cAMP v buňce. Cyklické nukleotidy cAMP 
působí v buňkách hladké svaloviny cév synergicky s cGMP. Jejich účinkem je vazodilatace 
zprostředkovaná proteinkinázou A (PKA) a proteinkinázou G (PKG). Dochází přitom 
k fosforylaci celé škály proteinů regulujících buněčnou kontraktilitu, včetně vápníkových 
kanálů L-VDCC (Lucas et al., 2000). Je zajímavé, že po podání inaktivátoru inhibičních  
Gi proteinů (PTX, pertussis toxin) je chybějící noradrenergní vazokonstrikce částečně 
nahrazena aktivací cirkulujícího angiotenzinu II (což dosvědčuje prudký pokles tlaku 
po podání captoprilu) (Pinterova et al., 2010). cGMP vzniká v buňkách hladké svaloviny cév 





3 Iontové kanály a jejich zapojení v regulaci kontrakce cév 
3.1 Napěťově řízené vápníkové kanály typu L (L-VDCC) 
Přítomnost napěťově ovládaných iontových kanálů je nezbytným předpokladem šíření změn 
membránového potenciálu buněk hladké svaloviny cév (VSMC). L-VDCC jsou více-
podjednotkové kanály, jejichž centrální část je tvořena podjednotkou α1, obsahující čtyři 
domény. Z nich každá čítá šest transmembránových segmentů. Centrální podjednotka α1 
zajišťuje citlivost na membránové napětí i průchod iontů do cytosolu. Zbylé podjednotky mají 
stabilizační, regulační a transportní funkce (Simms a Zamponi, 2012). 
Potkani s genetickou hypertenzí jsou charakterizováni relativním nedostatkem oxidu 
dusnatého (NO) a zvýšenou aktivitou sympatiku (Kuneš et al., 2004). Vstup vápníku do buněk 
hladkého svalstva cév lze blokovat např. nifedipinem (antagonista L-VDCC). Nifedipin-
senzitivní složka krevního tlaku představuje významnou část sympatické vazokonstrikce 
(Takata et al., 1983, Nelson et al., 1988). Tuto skutečnost lze demonstrovat jednoduchým 
pokusem. Podáme-li potkanovi nejprve nifedipin (inhibitor kanálů L-VDCC) a poté 
pentolinium (ganglionický blokátor sympatického přenosu), dokáže pentolinium krevní tlak 
ještě o něco snížit. Naopak podáme-li nejprve pentolinium, nifedipin dokáže vyvolat jen 
minimální snížení krevního tlaku (Paulis et al., 2007). Nifedipin-senzitivní složka krevního 
tlaku je u SHR zvýšená (Takata et al., 1983).  
Nifedipinem indukované snížení krevního tlaku je přímo úměrné bazálnímu krevnímu 
tlaku (Kuneš et al., 2004). Tento jev byl pozorován nejen u mladých potkanů s rozvíjející  
se hypertenzí, ale také u starších potkanů. Pro SHR je typická nejen zvýšená aktivace L-VDCC,  
ale také změněná intracelulární regulace kanálů L-VDCC (Pratt et al., 2002). 
Studie prováděné in vitro na femorálních arteriích SHR odhalily velké rozdíly v efektu 
uzavření L-VDCC na kontrakci vyvolanou stimulací adrenoreceptorů α2 či α1. α2-adrenergní 
vazokonstrikce je založena na influxu vápníku L-VDCC, neboť může být potlačena podáním 
nifedipinu či pertusis toxinu (PTX). Vazokonstrikce zprostředkovaná α1 receptory byla 
minimalizována pouze kombinací PTX a nifedipinu. Jednotlivě však tyto látky nevyvolaly 
výrazné snížení účinku agonisty α1 adrenoreceptorů (Líšková, 2009; cit. podle Pintérová et 
al., 2009). Antagonista α1-adrenoreceptorů (prazosin) snižuje odpověď na noradrenalin  
u obou kmenů potkanů, což ukazuje obecně větší význam α1 vazokonstrikce v odpovědi  
na stimulaci noradrenalinem. U SHR však nebyl rozdíl v efektu antagonistů α1 a α2 tak velký, 
což znamená zvýšenou α2-adrenergní vazokonstrikci u potkanů s genetickou hypertenzí 
(Behuliak et al., 2009).  
Zvýšená sympatická aktivita, charakteristická pro SHR, souvisí s centrální aktivitou 
renin-angiotenzinového systému. Chronická antihypertenzní léčba blokátorem angiotenzin-
konvertujícího enzymu (captopril) vede u mladých SHR k normalizaci sympatické 
vazokonstrikce, a to včetně její nifedipin-senzitivní komponenty (Paulis et al., 2007). 
Důvěryhodným vysvětlením je účinek captoprilu na centrální mechanizmy regulace krevního 
tlaku, které jsou závislé na angiotensinu II. Captopril snižuje aktivitu sympatiku, což vede  




Tento názor podporuje fakt, že za měsíc po přerušení léčby captoprilem se u potkanů 
zvýšená sympatická vazokonstrikce obnovuje (Paulis et al., 2007). 
3.2 Draslíkové kanály 
Draslíkové kanály představují jednu z největších a nejrozmanitějších skupin iontových kanálů. 
Studie evoluce iontových kanálů ukazují, že vápníkové a sodíkové kanály se pravděpodobně 
vyvinuly z draslíkových kanálů modifikací oblasti póru. Všechny draslíkové kanály 
zprostředkují rychlý a velmi selektivní transport. Jejich aktivace má na buňky hladké 
svaloviny cév (VSMC) obvykle hyperpolarizační účinek. Kanály mají většinou tetramerní 
strukturu (homotetramery či heterotetramery) (Mackinnon, 1991, Hebert et al., 2005).  
Studie analyzující strukturu draslíkových kanálů hovoří o existenci tří velkých tříd. 
První třídu tvoří kanály, jejichž podjednotky mají šest či sedm transmembránových 
segmentů. Patří sem např. napětím ovládané draslíkové kanály (Kv) a draslíkové kanály 
aktivované vápníkem (KCa). Druhou třídou jsou kanály nazývané „inward rectifier channels“ 
(Kir). Jejich podjednotky mají dva transmembránové segmenty. Poslední a nejrozmanitější 
třídou jsou „two pore“ kanály (2-P). Jejich podjednotky mají dva póry a čtyři 
transmembránové segmenty (Hebert et al., 2005).  
Mnoho draslíkových kanálů je asociováno s regulačními proteiny. Tato skutečnost 
komplikuje výzkum, protože in vitro připravené klonované kanály takové asociované 
proteiny postrádají. Asociovaným proteinem může být např. kalmodulin (jako v případě SKCa 
kanálů – draslíkových kanálů o malé vodivosti aktivovaných vápníkem) (Hebert et al., 2005). 
Již v roce 1992 demonstrovali Rusch a kol. zvýšenou kontraktilní odpověď SHR  
na inhibici draslíkových  kanálů pomocí TEA (tetraethylamonia) (1992). Později bylo měřením 
vodivosti jednotlivých kanálů zjištěno, že SHR mají za normálních podmínek zvýšený 
příspěvek kanálů KCa k celkovému toku draslíku a zmenšený KV proud. Při snížené 
intracelulární hladině vápníku je však Kv proud u potkanů SHR naopak vyšší než u WKY.  
Je proto možné, že u SHR mají vápníkové ionty abnormálně zvýšený inhibiční účinek  
na kanály Kv. Vápníkové ionty možná pozitivně regulují kanály L-VDCC a negativně kanály Kv 
(Cox a Rusch, 2002).  
Kanály KCa  (též BKCa) se otevírají v odpovědi na membránovou depolarizaci a zvýšení 
intracelulární hladiny vápníkových iontů. Zvýšený KCa proud je mechanizmem zabraňujícím 
dalšímu rozvoji hypertenze a chránícím zejména životně důležité orgány (Cox a Rusch, 2002). 
S postupem času však začíná být zjevné, že KCa kanály nejsou jen jednoduchým 
kompenzačním mechanizmem, ale jsou ovlivňovány celou řadou hormonů. Působí na ně 
steroidní hormony (např. estradiol), angiotenzin II a další (Rusch, 2009). Neexistuje obecná 
shoda v tom, jakým způsobem se tyto kanály podílí na vzniku různých forem experimentální 
hypertenze  (Amberg a Santana, 2003, Liu et al., 1997, Rusch a Runnels, 1994, Nieves-Cintron 
et al., 2007). 
Endoteliální buňky exprimují celou řadu draselných kanálů. Hrají důležitou roli 
v regulaci membránového potenciálu buněk endotelu. V endotelu totiž nejsou exprimovány 
napěťově řízené vápníkové kanály. Hyperpolarizace membrány (otevřením draslíkových 
kanálů) způsobuje aktivaci neselektivních kationtových kanálů TRPC a TRPV.   
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Zvýšení intracelulární koncentrace vápníku je pro endoteliální buňky obecně signálem 
k produkci vazodilatačních faktorů (NO, prostacyklin) (Jackson, 2005).  
Hyperpolarizace endotelu, vznikající prostřednictvím draslíkových kanálů, se přenáší 
na myocyty (endothelium-dependent hyperpolarisation). Edwards a Weston (1998) ukázali, 
že SKCa a IKCa endotelu jsou aktivovány acetylcholinem a navrhli hypotézu popisující účinky 
tohoto významného vazodilatátoru: Nárůst koncentrace K+ v myoendoteliálním prostoru 
vede k aktivaci Na+/K+ ATPázy a kanálů Kir, což vede k hyperpolarizaci svalových buněk 
(Edwards et al., 1998). Endoteliální buňky jsou mezi sebou propojeny gap junctions,  
a stejným způsobem komunikují i se svalovými buňkami, což představuje další možnost šíření 
změny membránového napětí (Griffith, 2004). Je známo, že u SHR je oslabena 
hyperpolarizace závislá na endotelu. Byla také popsána snížená exprese kanálů SKCa a Kir 
v endoteliálních buňkách SHR (Garland, 2010). 
EDH se u forem hypertenze charakteristických sníženou produkcí NO může uplatňovat 
výrazněji než za normálního stavu organizmu. Nárůst krevního tlaku vyvolaný injekcí TEA  
je výrazně vyšší, předchází-li jeho podání inhibice syntázy oxidu dusnatého.  
NO a EDH se v regulaci vazokonstrikce zřejmě vzájemně doplňují. Snížení produkce NO 
podporuje vliv EDH na kanály KCa s cílem dosáhnout dostatečné membránové 
hyperpolarizace. Toto nahrazení funkce NO hyperpolarizací závislou na endotelu se více 
uplatňuje u chronické než u akutní inhibice NO syntázy (Gerová, 1999).  
3.3 Kanály TRP (transient receptor potential) 
TRP jsou z hlediska aktivace a propustnosti velmi různorodá skupina neselektivních 
kationtových kanálů. S výjimkou TRPM4/5 jsou propustné pro mono- i divalentní kationty. 
TRP jsou nezbytné pro funkci většiny smyslů, kontrolu sekrece hormonů i embryonální vývoj. 
Jejich funkcí je zejména ovlivnění intracelulární hladiny vápníkových iontů (Nelson  
et al., 2011).  
Genová rodina TRP obsahuje přes dvacet genů. Na základě sekvenční homologie 
rozlišujeme tři velké rodiny: vaniloidní (TRPV), kanonické (TRPC) a melastatinové (TRPM). 
Dále existují tři menší rodiny: polycystinové (TRPP), mucolipinové (TRPML) a ankyrinové 
(TRPA). Obecně jsou TRP kanály aktivovány nejrůznějšími stimuly. Mohou reagovat na změny 
tlaku, teploty, osmolarity a intracelulární koncentrace Ca2+ a fungují také jako receptory 
různých signálních metabolitů (např. epoxyeikosatrienové kyseliny) (Brayden et al., 2008). 
V buňkách hladké svaloviny cév jsou nejvíce exprimovány kanály TRPC1, TRPC3, TRPC4, 
TRPC6, TRPM4, TRPV2 a TRPV4. Jejich funkce zřejmě souvisí s odpovědí na změnu 
osmotických poměrů nebo napětí stěny cév (Nelson et al., 2011). 
3.3.1 TRPC (canonical) 
Inhibice TRPC6 vede k potlačení depolarizace, která je za normálních okolností vyvolána 
vysokým intravaskulárním tlakem (Welsh et al., 2002). Myši s knockoutovaným genem 




Následkem umlčení genu pro TRPC6 je totiž zvýšená exprese TRPC3. TRPC3 může s TRPC6 
tvořit heteromultimerní kanály a v nepřítomnosti TRPC6 vede jeho neustálá aktivita ke 
zvýšení exprese (Dietrich et al., 2005). Použití antisens DNA proti TRPC6 v kultuře buněk 
hladké svaloviny cév vede k potlačení influxu kationtů vyvolaného stimulací α1 
adrenoreceptorů. TRPC6 je možná významný pro influx vápníku během sympatické stimulace 
(Inoue et al., 2001).  
U myší s knockoutovaným genem pro TRPC4 byl prokázán snížený influx vápníku  
do endoteliálních buněk (Freichel, 2001). 
3.3.2 TRPM (melastatin) 
Z kanálů z rodiny TRPM stojí za pozornost zejména TRPM4/5. Propouštějí pouze 
monovalentní ionty (převážně sodík) a jsou jako jediné TRP aktivovány vápníkem. Bývají také 
nazývány Ca2+-aktivované neselektivní kationtové kanály (CANs). Způsobují buněčnou 
depolarizaci (Nelson et al., 2011). TRPM6/7 jsou kanály s enzymatickou aktivitou 
(chanzymes), mají totiž kinázovou doménu. Kontrolují hospodaření s hořčíkem. Mutace 
TRPM6 může vést k hypomagnesii spojené se sekundární hypokalcémií. Dysfunkce TRPM7 
v buňkách hladké svaloviny cév SHR může být zodpovědná za charakteristickou poruchu 




4 RhoA/Rho kinázová signální dráha 
4.1 RhoA 
Monomerní GTPázy Rho jsou významnými regulátory aktinového cytoskeletu a kontraktility 
buněk hladkého svalstva. Hlavním efektorem Rho GTPáz je ROCK (Puetz et al., 2009, Matsui 
et al., 1996). RhoA, RhoB a RhoC působí aktivačně. Známe ale také inhibiční GTPázy, které 
váží ROCK a deaktivují ji. Patří mezi ně např. RhoE (Loirand a Pacaud, 2010).  
Rho GTPázy ve spolupráci s Rho kinázou regulují expresi genů, které jsou klíčové  
pro vývoj a udržení kontraktilního fenotypu buněk hladké svaloviny. Mezi tyto geny patří 
např. α-aktin nebo těžký řetězec myosinu (Wamhoff et al., 2006). K udržení kontraktilního 
fenotypu je vyžadováno mechanické zatížení buněk (napětí stěny cévy) (Albinsson et al., 
2004). Rho-kinázová signální dráha je důležitá pro správný průběh proliferace, migrace 
 a diferenciace buněk hladkého svalstva cév (Discher et al., 2005, Clark a Brugge, 1995, Bi  
et al., 2005, Zeidan et al., 2003). K naplnění těchto různorodých funkcí je často zapotřebí 
spolupráce několika členů rodiny Rho a jejich regulačních proteinů (Puetz et al., 2009).  
RhoA, která je nejprozkoumanějším členem skupiny Rho, může být aktivována nejen 
adrenergními, ale také muskarinovými či purinovými receptory, a dále receptory oxytocinu, 
epidermálního růstového faktoru, ephrinů, semaforinů, angiotensinu II a lyzofosfolipidovými 
receptory (Riobo a Manning, 2005, Gohla et al., 2000). Existuje velké množství 
vazokonstrikčních látek a omezené množství různých G proteinů spojených s jejich receptory. 
Informační hodnota signálů přicházejících z okolí však zůstává zachována díky komplexitě 
signálních kaskád, které tyto G proteiny spouštějí. Většina receptorů vazokonstrikčních látek 
aktivuje přes své specifické receptory více druhů α podjednotek G proteinů (Gq/11, G12/13, Gi) 
(Riobo a Manning, 2005). V klidovém stavu se RhoA nachází převážně v cytosolu, kde je 
vázána na GDIs (GDP dissociation inhibitors, viz obr. 2). GDIs stíní C-terminální geranylylovou 
skupinu RhoA a brání jejímu přesunu do buněčné membrány. Jak tedy dochází k přenosu 
signálu z G proteinů? Zprostředkovateli aktivačního signálu jsou GEFs (guanine nucleotide 
exchange factors). Díky aktivaci GEFs se RhoA odpoutává od GDIs a GDP je na ní vyměněno 
za GTP (Puetz et al., 2009).  
V buňkách hladké svaloviny bylo nalezeno pět GEFs. Jsou to LARG, PDZ-RhoGEF, p115 
RhoGEF, Vsm-RhoGEF a SmgGDS. Jejich aktivita je regulována velmi komplexním způsobem  
a obecně zahrnuje interakce protein-protein a protein-lipid. Díky těmto interakcím jsou GEFs 
lokalizovány do míst, kde je jich zapotřebí. Zatímco GDIs a GAPs (GTPase activating proteins) 
se chovají „promiskuitně“ a interagují s různými proteiny ze skupiny Rho, GEFs jsou velmi 
specifické. Dobře popsána je signalizace pomocí Rho GEFs obsahujících RGS doménu.  
Tyto GEFs interagují s Gα12/13 proteiny (LARG, PDZ-RhoGEF, p115 RhoGEF). RGS doména 
facilituje štěpení GTP a tím inaktivaci α podjednotky G proteinu spřaženého s receptorem. 
Rho GEF se aktivuje, zatímco G protein je inaktivován. Následně je aktivační signál předán 
RhoA (Puetz et al., 2009).  
GAPs (GTPase activating proteins) jsou skupinou enzymů, které spouštějí GTPázovou 
aktivitu Rho. Inhibice GAPs postačuje k aktivaci Rho bez přítomnosti vnějších stimulů 




Obrázek 2: Interakce  RhoA s RhoGDI. Na RhoA je modře vyznačen switch 1 a růžově switch 2. Povrch Rho GDI 
 je vybarven na základě rezonančních posunů NMR. Aminokyselinové postranní zbytky ovlivněné přidáním 
neprenylovaného Cdc42 jsou vyznačeny žlutě. Postranní zbytky ovlivněné přidáním prenylovaného Cdc42 jsou vyznačeny 
červeně. N-koncová doména RhoGDI odpovídá AMK 24 – 68. C-koncová doména RhoA odpovídá AMK 181-190.  
AMK v rámci rodiny Rho konzervované jsou značeny modře (tmavá modř značí 100% konzervovanost) (upraveno podle 
Somlyo a Somlyo, 2000).  
 
4.2 Rho-kináza 
4.2.1  Struktura ROCK 
Rho-kináza je serin-threoninová kináza o molekulové hmotnosti přibližně 160 kDa. Většina 
molekul ROCK je lokalizována v cytoplazmě a ROCK aktivované RhoA se přesouvají  
do buněčné membrány (Leung et al., 1995, Matsui et al., 1996). Konsenzus sekvence 
fosforylované Rho-kinázou je RXXS/T či RXS/T (Loirand et al., 2006). 
Každý jedinec má dvě izoformy Rho kinázy. U obou izomerů Rho kinázy se katalytická 
doména nachází na N-konci. V C-koncové části se nachází doména vážící Rho protein (RBD), 
Pleckstrin homology doména (PH) a doména bohatá na cystein (CRD, viz obr. 3). Sekvence 
AMK izoenzymů ROCK-1 a ROCK-2 mají celkovou identitu 65 %. Identita v RBD je 58 %  
a nejvyšší identita (92 %) je v kinázové doméně (Nakagawa et al., 1996). Izoformy se liší svojí 
expresí v jednotlivých orgánech. V cévách a srdci jsou exprimovány obě izoformy (Nunes  
et al., 2010).  
V lidském genu pro ROCK-2 existuje polymorfismus – AMK na pozici 431 může být 
threonin nebo asparagin. Genotyp Asn/Asn je asociován s vyšším klidovým systolickým 
tlakem a razantnějším zvýšení tlaku při stresu (chlad). Zvyšování KT je v tomto případě 
důsledkem zvyšování periferní rezistence, neboť srdeční výdej, poddajnost velkých cév 
 a hormonální poměry zůstávají nezměněny (Seasholtz et al., 2006). Existuje také 
polymorfismus, který u svých nositelů naopak snižuje riziko vzniku hypertenze. Skládá se  
ze čtyř SNP (single nukleotide polymorphism) v úseku kódujícím kinázovou podjednotku a je 





Obrázek 3: Molekulární struktura Rho-kináz. Kinázová doména je lokalizována v blízkosti N-konce. Je následována coiled-
coil doménou, doménou vážící Rho (RBD), Pleckstrin homology doménou (PH) a doménou bohatou na cystein (CRD - 
cysteine rich domain). ROCK-1 a ROCK-2 jsou vysoce homologní. Veškeré zkratky jsou uvedeny v seznamu zkratek 
(upraveno dle Loirand et al., 2006). 
 
4.2.2 Regulace aktivity ROCK 
C-konec molekuly ROCK zřejmě funguje jako autoinhibiční doména, protože zkrácená ROCK, 
postrádající domény RBD a PH, je konstitutivně aktivní (ke zkrácení dochází např. v průběhu 
apoptózy) (Sebbagh et al., 2001). Navázání RhoA (s navázaným GTP) aktivuje ROCK, protože 
kinázová a inhibiční doména k sobě nadále nejsou přitahovány. Stimulační efekt RhoA  
odpovídá asi 1,5 až 2 násobnému posílení aktivity ROCK (Feng et al., 1999). ROCK je kromě 
RhoA stimulována i dalšími látkami, jako např. lipidy. Kyselina arachidonová stimuluje ROCK 
nezávisle na RhoA při pětinásobném až šestinásobném zvýšení její in vitro aktivity (Feng et 
al., 1999). Za fyziologického stavu tvoří RhoA dimery (Doran et al., 2004).  
Známá je také negativní regulace ROCK. Malá GTPáza RhoE se může navázat na  
N-terminální část ROCK-1 a zabránit její aktivaci. RhoE je prvním substrátem, u něhož byla 
prokázána specifická fosforylace pouze jednou z izoforem Rho-kinázy (ROCK-1) (Loirand  
et al., 2006). 
Některé studie poukazují na prostorovou regulaci Rho-kinázy. Je dokázáno, že krátce 
po stimulaci kontrakce je MLC20 fosforylován v centrální oblasti buňky, zatímco v pozdější 
fázi dochází k fosforylaci v oblasti buněčného kortexu (tj. oblasti při vnitřním povrchu 
plazmatické membrány). Není však jasné, zda tento jev má pro aktivaci Rho-kinázy praktický 
význam (Bolz et al., 2003, Neppl et al., 2009, Shin et al., 2002). 
4.2.3 Substráty ROCK 
4.2.3.1 Fosfatáza lehkého řetězce myosinu (MLCP) 
Bylo popsáno více než 15 substrátů ROCK. Jedním z nejdůležitějších je její cílové místo  
na MLCP (MYPT-1, myosin phosphatase targeting subunit) (Kimura et al., 1996). Nativní 
MLCP může být purifikována jako trimer. Má katalytickou podjednotku, podjednotku vážící 
myosin (MYPT1) a malou nekatalytickou podjednotku neznámé funkce. Existuje mnoho 
kináz, které fosforylují MYPT1 a tím MLCP inhibují. Fosforylace MYPT1 pomocí ROCK-2  
má však za následek výrazné zvýšení kontaktility VSMC. Hlavními místy fosforylace pomocí 
ROCK (v rámci MYPT1) jsou Thr853 a Thr696 (Nunes et al., 2010). Thr696 je však patrně 
fosforylován nepřímo pomocí kinázy ZIPK (Puetz et al., 2009). K fosforylaci MYPT1 dochází 




4.2.3.2 Kináza lehkého řetězce myosinu (MLCK) 
Substrátem ROCK-2 je (alespoň in vitro) také kináza lehkého řetězce myosinu (MLCK). 
Fosforylace probíhá na Ser19. Tato fosforylace však zvyšuje kontraktilitu VSMC pouze 
minimálně (Iizuka et al., 1997). 
4.2.3.3 Protein kinase C (PKC)–potentiated myosin phosphatase inhibitor (CPI-17) 
CPI-17 je malý regulační protein, který inhibuje MLCP navázáním na její fosfatázovou 
podjednotku. Je rovněž substrátem ROCK. CPI-17 je společným substrátem ROCK a 
proteinkinázy C (Yamawaki et al., 2001, Eto et al., 1995). Souhra signálních drah vedoucích 
přes ROCK a PKC je nezbytná pro správný průběh kontrakce a je zatím málo prozkoumána. 
4.2.4 Inhibitory ROCK 
Abychom mohli posoudit, jakou důležitost má RhoA/Rho kinázová signální dráha pro vznik 
genetické hypertenze, je důležité porozumět vlastnostem používaných inhibitorů. Nejčastěji 
užívaným inhibitorem ROCK je Y-27632. Tento inhibitor kompetuje o ATP-vazebné místo, 
čímž zabraňuje kinázové aktivitě. Má přijatelnou specificitu – inhibiční činky na PKC, PKA  
a MLCK jsou mnohem nižší, avšak inhibuje se stejnou afinitou kinázu PRK (Rho-dependent 
PCK-related kinase I) (Wirth, 2010, Davies et al., 2000). Fasudil (HA1077) je inhibitor, který 
rovněž kompetuje o ATP-vazebné místo (viz obr. 4). Má inhibiční účinek na PKA a PKC 
(hodnoty IC50 asi 5x a 30x vyšší než pro ROCK). Hydroxyfasudil, hlavní metabolit fasudilu při 
orálním podání, inhibuje ROCK účinněji (IC50 =0,7 μl/mol oproti 1 μl/mol u fasudilu) (Hattori 
et al., 2004). Modifikací fasudilu byla vytvořena látka H1152P, která specificky inhibuje 
ROCK-2 a má slabší inhibiční účinek na PKA a PKC (Tamura et al., 2005). 
 
 
Obrázek 4: Kinázová doména ROCK s navázaným fasudilem. N-terminální výběžek je znázorněn tmavě modře.  
C-terminální výběžek je světle modrý. Červeně je znázorněn hydrofobní motiv na C-konci. Katalyticky významné AMK 
zbytky jsou označeny (Lys121, Glu140, Asp214, Asn219, Asp232). Tečkovaně je vyznačena oblast kontaktu C-terminálního 
a N-terminálního výběžku, která z důvodu kvality dat nebyla do modelu zahrnuta (upraveno dle Yamaguchi et al., 2006).  
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5 Úloha RhoA/Rho kinázové dráhy v regulaci krevního tlaku SHR 
5.1 Účinky inhibice Rho-kinázy na periferní rezistenci 
Výši krevního tlaku ovlivňují svojí konstrikcí především odporové cévy (malé artérie 
a arterioly). V odporových cévách SHR byla zjištěna zvýšená odpověď na kontraktilní agonisty 
a také zvýšený myogenní tonus. Je zřejmé, že oba mechanizmy zprostředkující kontrakci 
buněk VSMC působí ve stejném místě a čase a mohou spolu interagovat (Izzard  
et al., 1996). 
Vápníková senzitizace zahrnuje nejen RhoA-signální dráhu, ale také dráhy spojené 
s PKC (proteinkinázou C) ILK (integrin-like kinases), MAPK-aktivovanou kinázou 1b, MAPK-
aktivovanou kinázou 2 a ZIPK (zipper-interacting proteinkinase) (Niiro a Ikebe, 2001, Ikebe  
et al., 1987, Komatsu a Hosoya, 1996, Suizu et al., 2000, Deng et al., 2001). Abychom mohli 
posoudit příspěvek RhoA-signální dráhy ke zvýšenému tlaku SHR, je žádoucí tyto paralelní 
dráhy rozlišovat. Vzájemné vazby mezi nimi však nejsou zcela prozkoumány. Za Rho-
kinázovou složku krevního tlaku se obecně označuje změna krevního tlaku vyvolaná použitím 
Rho-kinázového inhibitoru. 
Vápníková senzitizace musí být koordinována se vstupem vápníku z okolí. Již dlouho 
je známo, že KT hypertenzních zvířat lze snížit podáním inhibitorů vápníkových kanálů 
(Takata et al., 1983). Vstup vápníku těmito kanály není zcela nezávislý na vápníkové 
senzitizaci, např. proto, že GPCR aktivující Rho-kinázovou signální dráhu mohou zároveň 
aktivovat PLC-β a nepřímo způsobovat depolarizaci. Pokusy s nifedipinem (selektivní blokátor 
L-VDCC) ukázaly zvýšený příspěvek L-VDCC ke krevnímu tlaku SHR (Paulis et al., 2007). 
Rovněž byla prokázána upregulace exprese α1C podjednotky kanálu (Pratt et al., 2002).  
Při zkoumání úlohy ROCK v regulaci kontrakce VSMC představuje vstup 
extracelulárního vápníku zásadní problém. Při současném vstupu vápníku a probíhající 
senzitizaci je totiž obtížné rozlišit, zda k fosforylaci lehkého řetězce myosinu dochází díky 
posílení aktivity MLCK či činností ROCK. Srovnáním inhibice L-VDCC s inhibicí ROCK  
si můžeme vytvořit alespoň rámcovou představu o relativním příspěvku těchto drah  
ke kontrakci VSMC. Část výsledků studie provedené na oddělení Experimentální hypertenze 
AV ČR uvádím v tabulce (Tab. 1).  
Tab. 1 
 Dávkování: Fasudil-kumulativně 0,5; 1; 2; 4 a opět 2 mg/kg. Nifedipin-kumulativně 0,05; 0,1; 
0,2 a 0,4 mg/kg. (upraveno podle Behuliak et al., 2012) 
Kmen WKY SHR WKY SHR 
Látka Fasudil Fasudil Nifedipin Nifedipin 
Změna KT [mm Hg] -39±2 -61±3 -16±4 -75±2 
Změna KT 
[% bazálního KT] 




Výsledky v souladu s dřívějšími pracemi ukazují na vyšší influx vápníku u SHR (Takata 
et al., 1983). Nový pohled na vápníkovou senzitizaci nám však nabízí srovnání s účinky 
fasudilu. Z něj vyplývá, že vstup vápníku kanály L-VDCC má u SHR patrně větší význam  
než vápníková senzitizace. Blokáda L-VDCC má za daných podmínek v procentech bazálního 
tlaku u SHR asi 1,5x větší účinek než blokáda ROCK (Behuliak et al., 2012).  
Studie zabývající se úlohou Rho-kinázy v regulaci KT u potkanů SHR jí označují za 
klíčový enzym. Tento názor je podpořen zejména následujícími fakty: 
 
1) Akutní inhibice Rho-kinázy způsobuje u SHR výrazné snížení KT, a to větší než u WKY. 
2) Aplikace inhibitorů Rho-kinázy snižuje kontraktilitu cév. 
3) Inhibice Rho-kinázy zvyšuje syntézu NO v endotelu. 
 
Ad 1) Akutní inhibice Rho kinázy způsobuje u SHR výrazné snížení KT, a to větší než u WKY. 
Tato skutečnost je široce přijímána a podporuje jí řada studií (Uehata et al., 1997, Mukai  
et al., 2001). Průkopnická práce M. Uehata a kol. z roku 1997 uvádí, že podáním Y-27632 (30 
mg.kg-1) bylo u samců SHR dosaženo snížení KT o 80 mm Hg. Tento maximální účinek  
se projevil tři hodiny po požití látky. Při stejném uspořádání pokusu dosahovali potkani 
kmene WKY snížení KT maximálně o 20 mm Hg (Uehata et al., 1997). 
Uehata uvádí, že inhibitor Rho-kinázy Y-27632 „neměl žádný efekt na vápníkem 
vyvolanou kontrakci“. Toto tvrzení se zdá být v rozporu s výše uvedenými výsledky 
Behuliakovy práce a neodpovídá zcela v současnosti funkčnímu modelu dynamické 
rovnováhy mezi vápníkovou aktivací kalmodulinem a vápníkovou senzitizací (viz obr. 1) 
(Somlyo a Somlyo, 2000, Akata, 2007). Aktivita Rho-kinázy není nezávislá na vstupu 
extracelulárního vápníku do buňky (Behuliak et al., 2012, Dhaliwal et al., 2007). 
Faktorem znesnadňujícím interpretaci účinků inhibitorů Rho-kinázy je časový průběh 
jejich působení a vliv způsobu podání (perorální vs. intravenózní). Účinek inhibitorů na 
potkany WKY trvá zhruba jen dvě hodiny, zatímco na SHR delší dobu (Behuliak et al., 2012). 
Při orálním způsobu podání je dosaženo většího účinku na potkany SHR než na WKY (Uehata 
et al., 1997, Mukai et al., 2001). Bezprostřední pozorování efektu inhibitorů Rho-kinázy však 
umožní spíše intravenózní podání. Při intravenózním podání byl popsán významný účinek 
inhibitorů ROCK i na normotenzní potkany (Dhaliwal et al., 2007, Lohn et al., 2005).  
 
Ad 2) Aplikace inhibitorů Rho-kinázy snižuje kontraktilitu cév. 
Y. Mukai a kol. (2001) zkoumali účinek hydroxyfasudilu na různé artérie (koronární, 
mezenterické, karotidy) (Mukai et al., 2001). Z jejich dat můžeme vyčíst, že u mezenterické 
artérie hydroxyfasudil vyvolal průměrné snížení odpovědi na fenylefrin 32 % u mladých  
a 23 % u dospělých SHR potkanů, což představuje větší efekt než u WKY (20 % mladí, 10 % 
dospělí). Zvýšenou senzitivitu cév SHR k působení inhibitorů ROCK popsali také Asano 
 a Nomura (2003) či Chissobolis a Sobey (2001). 
V absolutních číslech vzhledem k vyššímu bazálnímu krevnímu tlaku SHR žádná studie 
nehovoří proti vyššímu účinku inhibitorů Rho-kinázy na cévy SHR.   
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Avšak při vyjádření v procentech bazálního tlaku či maximální kontrakce lze s vyšším 
účinkem na cévy SHR polemizovat (viz Tab. 1). Inhibice Rho-kinázy měla shodný efekt na cévy 
SHR a WKY např. podle studie L hna a kol. (2005). Příčina rozporů mezi studiemi není známá. 
Nelze vyloučit genetické rozdíly mezi jednotlivými liniemi SHR potkanů. 
 
Ad 3) Inhibice Rho-kinázy zvyšuje syntézu NO v endotelu. 
Studie Wolfruma a kol. (2004) uvádí, že hydroxyfasudil stimuluje fosforylaci a aktivaci Akt 
(proteinkinázy B), která následně aktivuje endoteliální NO syntázu (eNOS). Shodné účinky 
vykazuje také Y-26732. Aktivace RhoA a Rho-kinázy podle Laufse a Liao (1998) snižuje 
v endotelu expresi endoteliální NO syntázy cestou destabilizace její mRNA.  
U myší s knockoutovaným genem pro eNOS však nebyla zaznamenána menší odpověď 
na inhibici Rho-kinázy, jak bychom očekávali (Lohn et al., 2005). Pokud by byl efekt inhibitorů 
Rho-kinázy zprostředkován endotelem, očekávali bychom, že v přítomnosti statinů nebude 
možné acetylcholinem vyvolat relaxaci závislou na endotelu. V přítomnosti statinů není totiž 
RhoA geranylována a nemůže se uchytit v membráně. Tento předpoklad se však nepotvrdil 
(Budzyn et al., 2004). 
Efekt inhibitorů Rho-kinázy na KT zcela jistě není limitován pouze na modulaci aktivity 
eNOS. Úloha Rho-kinázy v regulaci produkce oxidu dusnatého však dosud není zcela 
objasněna.  
 
5.2 Působení Rho-kinázy na úrovni organizmu 
Rho-kináza se účastní regulace krevního tlaku nejen na úrovni cév, ale i centrálně. Několik 
prací upozornilo na skutečnost, že Rho-kináza v mozku působí vzestup sympatické aktivity, 
vedoucí ke zvýšení KT. V dřeni nadledvin může Rho-kináza stimulovat produkci 
katecholaminů. 
Mikroinjekce Y-27632 v  nucleus tractus solitarii (NTS) způsobuje akutní snížení 
bazálního krevního tlaku (Ito et al., 2003). Zvýšená aktivita ROCK v NTS potkanů SHR je 
spojena s nižší citlivostí neuronů tohoto centra ke glutamátu (Ito et al., 2005). Pokles 
sympatické aktivity po podání fasudilu je u SHR provázen akutním snížením syntézy 
noradrenalinu a adrenalinu (větším než u WKY) (Ito et al., 2003). 
Při několikadenním orálním podávání fasudilu se u SHR projevuje snížená exprese 
tyrosinhydroxylázy a snížená tvorba katecholaminů v dřeni nadledvin, přičemž tento pokles 
je procentuálně vyšší u SHR než u WKY. Jelikož je činnost dřeně nadledvin pod kontrolou 
sympatického systému, může být účinek fasudilu zprostředkován nervově (Kumai et al., 
2007). 
Je zapotřebí dalších výzkumů, které objasní vztahy mezi centrálními a periferními 




Mezi regulačními mechanizmy krevního tlaku vyniká a je intenzivně studován zejména 
sympatický nervový systém. U potkanů SHR byla prokázána jeho zvýšená aktivita.  
Mechanizmus regulace kontraktility cév sekrecí noradrenalinu z nervových varikozit je 
znám již dlouhou dobu. Po navázání noradrenalinu na receptory buněk hladké svaloviny 
dochází k uvolnění vápníkových iontů ze sarkoplazmatického retikula a depolarizaci 
plazmatické membrány. Depolarizace vede k influxu extracelulárního vápníku a je spolu 
s aktivací Rho-kinázy příčinou déletrvající (tonické) fáze kontrakce.  
Iontové kanály endotelu a buněk hladké svaloviny cév regulují membránový potenciál a 
vstup vápníku do buněk. Zásadním způsobem proto ovlivňují kontraktilitu cév. Změněná 
propustnost plazmatické membrány VSMC buněk SHR pro jednotlivé ionty je dána 
abnormalitami nervového a endokrinního systému spolu se změněnou intracelulární regulací 
iontových kanálů. V důsledku toho je propustnost plazmatické membrány pro vápníkové 
ionty vyšší a i přes existenci kompenzačních mechanizmů vede zvýšený vstup vápníku k vyšší 
kontraktilitě buněk hladké svaloviny cév. 
Současné práce hovoří o dynamické rovnováze mezi influxem vápníku a vápníkovou 
senzitizací. Je realizována stupněm fosforylace regulačních podjednotek myosinu. 
Substrátem Rho-kinázy je fosfatáza lehkého řetězce myosinu (MLCP). Její inaktivací se 
zvyšuje podíl fosforylovaného myosinu a zvyšuje se příspěvek vápníkové senzitizace 
k buněčné kontraktilitě. Vyšší aktivita Rho-kinázy obvykle znamená vyšší stupeň kontrakce 
cév. 
Na základě předložených faktů se zdá, že RhoA/Rho kinázová signální dráha má výrazný 
podíl na regulaci krevního tlaku u potkanů kmenů SHR i WKY, neboť se účastní regulace 
stahu buněk hladké svaloviny cév. Mezi další potenciálně významné aktivity Rho-kinázy patří 
ovlivnění centrálního sympatického nervového systému, sekrece katecholaminů  
či proliferace fibroblastů cévní stěny. Rozdílných výsledků dosáhly studie zabývající se úlohou 
Rho-kinázy v endotelu. Vysoká efektivita inhibitorů Rho-kinázy je příslibem pro budoucí 
léčbu kardiovaskulárních onemocnění. 
Doufám, že se má práce stane užitečným pomocníkem pro všechny, kdo hledají 
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